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Neue Calpaine und deren Verwendung 

Die Erfindung betrifft ein neues Saugetier-Calpain CAPNll, seine 
5 Synthese sowie seine Verwendung. 

Calpaine sind eine Superfamilie verwandter Proteine, von denen 
einige nachgewiesenermaSen als calciumabhangige Cysteinproteasen 
wirken. In Saugetieren sind acht verschiedene Calpaine identif i- 
10 ziert worden . 

Calpaine bilden eine Familie intrazellularer calciumabhangiger 
Cystein-Proteasen . Man hat eine steigende Zahl von Saugetier-Cal- 
pain-Homologa identif iziert , und die einzelnen Mitglieder lassen 

15 sich auf der Basis der physikalischen Struktur und der vorherge- 
sagten Eigenschaf ten in vier Klassen einteilen. Die Klasse A, die 
"klassischen Calpaine" CAPNl, CAPN2, CAPN3 (p94) ; CAPN8 (nCL-2) 
und CAPN9 (nCL-4) sind wahrscheinlich alle proteaseaktiv und 
Ca 2+ -abhangig. Sie bestehen aus einer variablen grofien (80 kDa) 

20 und einer invarianten kleinen Untereinheit (30 kDa) . Die Calpaine 
der Klasse B und D, CAPN5 (6,15) und CAPN7 (8) sind proteaseak- 
tiv, jedoch hochstwahrscheinlich Ca 2+ -unabhangig, das Calpain der 
Klasse C, CAPN6, besitzt wahrscheinlich keine Proteaseaktivitat . 
Die Calpaine lassen sich auch auf der Basis ihrer Expressionsmu- 

25 ster in Kategorien einteilen, wobei CAPN3 , CAPN6 , CAPN8 und CAPN9 
etwas Gewebespezif itat aufweisen. Die Funktion der Calpaine ist 
nicht bekannt, obwohl sie mit sehr vielen physiologischen Prozes- 
sen und pathologischen Zustanden in Verbindung gebracht wurden 
(Uberblick in Literaturstelle 17). Zur Aufklarung ihrer Funktion 

30 und Evolutionsgeschichte ist die Identif izierung des gesamten 
Spektrums der Calpain-Familienmitglieder notwendig. 

Die Erfindung betrifft das neue Polypetid CAPNll mit der in SEQ . - 
ID. -Nr. 2 offenbarten Aminosauresequenz . 

35 

Das neue Calpain-Protein CAPNll besitzt die fur Calpaine typi- 
schen Eigenschaf ten, einschlie&lich potentieller Protease- und 
Calciumbindungs-Domanen. Es weist eine stark eingeschrankte Gewe- 
beverteilung auf und wird hauptsachlich im Hoden exprimiert. Mit 
40 Hilfe der Strahlungs-Hybrid-Kartierung wurde das Gen auf Chromo- 
som 6 in einer Region lokalisiert, die pl2 zugeordnet wird. Aus 
phylogenetischer Analyse geht hervor, da£ CAPNll in Saugetieren 
am engsten mit CAPN1 und CAPN2 verwandt ist. 

45 Die vorhergesagte CAPNll-Sequenz weist jedoch von den verfiigbaren 
Calpainsequenzen die groSte Homologie zum KUken-Calpain >x/m auf. 
Somit kann CAPNll das menschliche Orthologon des |i/m-Calpains 
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sein. Die Entdeckung dieses neuen Calpains betont die Komplexit&t 
der Calpain-Familie, deren Mitglieder sich auf der Basis der Pro- 
teaseaktivitat , Calciumabhangigkeit und Gewebeexpression unter- 
scheiden lassen. 

5 

Die cDNA-Nukleotidsequenz des CAPNll-Gens enthalt 2338 Nukleotide 
(SEQ. -ID. -Nr. 1). Die cDNA-Sequenz stammt von einer einzigen mRNA 
durch erfolgreiche Amplif izierung der gesamten mutmaSlichen co- 
dierenden Region aus menschlicher Hoden-cDNA mittels f lankieren- 
10 der Primer. Mehrere cDNA-Klone wurden vollstandig sequenziert, urn 
jedwede PCR-Artef akte auszuschlieEen. 

Es gibt ein grofies offenes Leseraster, das ein Protein mit 702 
Aminos aur en codiert (Mr 80 kDa) (Fig. 1) . Die Minosauresequenz 

15 ahnelt der groEen Untereinheit von Mitgliedern der Calpain-Fami- 
lie (Fig. 1) . Das Protein la£t sich in die vier fur Calpain typi- 
schen Domanen unterteilen. Die Domane II weist die Eigenschaf ten 
einer Protease-Domane auf, und die vorhergesagte Aminosaure- 
seguenz besitzt die drei Aminosaurereste (Cysl02 / His259 und 

20 Asn283), die Teil des aktiven Zentrums von Cysteinproteasen sind 
(2) . Die Minosauresequenz samtlicher funf , fur CAPN2 beschriebe- 
nen Ca 2+ -bindenden Seguenzen (4, 12) sind in gewissem AusmaS kon- 
serviert (Fig. 1) . Dieses Protein besitzt somit wahrscheinlich 
Protease- und Calciumbindungs-Eigenschaf ten. Ein Vergleich der 

25 vorhergesagten Aminosaureseguenz mit denen samtlicher anderer 

Calpaine ergab die groEte Sequenzhomologie (57 # 5%) zum Kuken-Cal- 
pain |X/m. Bei den Saugetier-Calpainen bestand die groSte Ahnlich- 
keit zum menschlichen CAPN1 (54,3% Homologie) . Das am wenigsten 
ahnliche menschliche Calpain mit nur 18,7% Homologie war CAPN6. 

30 Das dieser cDNA entsprechende Gen wurde vom Human Gene Nomencla- 
ture Committee als CAPN11 bezeichnet. 

Die vollstandige Aminosaureseguenz samtlicher identif izierter 
menschlicher Calpaine wurde phylogenetisch analysiert. Die Ergeb- 

35 nisse ermoglichen die Klassif izierung der menschlichen Calpaine 
in vier Haupt-Evolutionsgruppen (Fig. 2) . Die erste Gruppe wird 
durch CAPN5, CAPN6, CAPN7 und CAPN8 vertreten, die zweite durch 
CAPN1 und CAPN2, die dritte Gruppe durch CAPN3 und CAPN9, und die 
vierte umfafct CAPNll. Die phylogenetische Analyse legt somit 

40 nahe, da£ CAPNll eine eigene Calpain-Subf amilie darstellt. 

Die Expression von CAPNll in menschlichen Geweben wurde durch 
Northern- und RNA-Dot-Blot-Analyse untersucht. Von den 50 unter- 
suchten Gewebe-RNAs wurde die CAPNll-mRNA am starksten im Hoden 
45 exprimiert (Fig. 3A) . Die Spezifit&t dieses Signals wurde durch 
Northern-Blot-Analyse bestatigt und entsprach einer etwa 3 kb 
groEen mRNA (Fig. 3D) . Im Thymus und in der Brustdruse wurden 
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viel schwachere Signale nachgewiesen. Die Signifikanz dieses Be- 
fundes ist jedoch unklar, da eine weitere Untersuchung von Thy- 
mus-RNA mit Northern-Blot -Analyse trotz langer Expositionszeiten 
kein Signal ergab (Fig. 3D und Daten nicht gezeigt) . Eine mogli- 
5 che Erklarung ware, da£ dieses schwache Signal auf eine Kreuzhy- 
bridisierung mit verwandten mRNAs zuruckzuftihren ist. Somit ist 
der Hoden die Haupt-Expressionsstelle von CAPNll, obwohl wir die 
Moglichkeit nicht ausschlieSen konnen, dafi das Gen in anderen, 
nicht untersuchten Geweben exprimiert wird. 

10 

Wir haben bestimmt, auf welchem Chromosom das menschliche 
CAPNll-Gen lokalisiert ist. Mittels PCR mit Primern, die spezi- 
fisch fur die menschliche CAPNll-Nukleotidsequenz sind, haben wir 
mit einem somatischen Mensch/Nagetier-Zellhybrid-Kartierungspanel 

15 das Gen dem Chromosom 6 zugeordnet (Correll Cell Repositories) . 
Mit Hilfe der Strahlungs-Hybridkartierung mit dem Stanford-G3 -Pa- 
nel mittlerer Auflosung (Research Genetics Inc.) und der Daten- 
bank am Stanford Human Genome Center (shgc-www.stanford.edu) 
wurde das Gen 5 Centiray vom Marker SHGC-32834 entfernt auf die- 

20 sem Chromosom lokalisiert (LOD-Score 12,87) . Dieser Marker befin- 
det sich im Zwischenraum zwischen den Mikrosatelliten-Markern 
D6S1616 (59,6 cM) und D6S427 (73,9 cM) (7), und ein Marker in 
diesem Zwischenraum, D6S269, ist cytogenetisch 6pl2 zugeordnet 
worden (5) . Somit befindet sich CAPNll auf Chromosom 6 in der 

25 Nahe von pl2 . Auf diesem Chromosom ist kein anderes Calpain-Gen 
lokalisiert worden. 

Das Kuken-|l/m-Calpain war das erste Mitglied der zu klonierenden 
Calpain-Familie (16) . Es wurde ursprunglich als m-Calpain be- 

30 zeichnet, jedoch umklassif iziert , nachdem andere Kuken-Calpaine 
identif iziert wurden, die sehr wahrscheinlich zu den \l- und m- 
Calpainen aus Saugetier ortholog sind (18) . Ein Saugetier-pym- 
Calpain mufi jedoch noch bestimmt werden. Da aber CAPNll eine gro- 
fiere Homologie z\im Kviken-p,/m-Calpain aufweist als zu anderen Sau- 

35 getier-Calpainen, kann es sich dabei urn dessen Orthologon han- 
deln. 

Es gibt bisher 5 Calpaine, die einen gewissen Grad von Gewebespe- 
zifitat aufweisen - CAPN3 (Skelettmuskel) , CAPN6 (Plazenta) , 

40 CAPN8 (moglicherweise glatte Muskeln) , CAPN9 (Magen und Diinndarm) 
und CAPNll (Hoden) . Man hat zahlreiche Proteasen im Hoden identi- 
f iziert, und es wird angenommen, da£ sie an Prozessen beteiligt 
sind, wie Gewebereorganisation (20) , Regulation der Spermatoge- 
nese (14), Durchdringung der Zona pellucida durch Sperma (10) und 

45 Fruchtbarkeit (13) . Viele dieser Aktivitaten sind jedoch von se- 
zernierten Proteasen abhangig, und CAPNll ist wahrscheinlich in- 
trazellular lokalisiert . Im Hoden konnte es an Prozessen betei- 
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ligt sein, an denen Calpaine in arideren Geweben beteiligt sind, 
wie Keimzellen-Apoptose (3) oder Regulation von hodenspezif ischen 
Transkriptionsfaktoren. 

5 Ein weiterer Aspekt dieser Erfindung betrif ft die Verwendung des 
Polypeptides CAPN11 zur Identif izierung von Substanzen, die die 
enzymatische Aktivitat dieses Polypeptides hemmen konnen, soge- 
nannte Calpain-Inhibitoren, insbesondere solche Calpain-Inhibito- 
ren, die fur CAPN11 selektiv sind. Selektivitat bedeutet, daS 
10 solche Calpain-Inhibitoren die Aktivitat von CAPN11 starker hem- 
men als die Aktivitat der anderen vorstehend genannten Calpaine, 
und zwar vorzugsweise mindestens lOmal, starker bevorzugt 25mal 
starker. Die Enzymaktivitat von CAPN11 ist eine Ca-abhangige Pro- 
teaseaktivitat . 

15 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Identif izierung von Verbindungen , die die Enzymaktivitat eines 
Polypeptides nach Anspruch 1 hemmen, umfassend: 

20 (a) das Vergleichen des AusmaEes der enzymatischen Aktivitat von 
CAPN11 in Gegenwart der Verbindung mit dem AusmaS der enzyma- 
tischen Aktivitat von CAPN11 in Abwesenheit der Verbindung 
und 

25 (b) das Auswahlen von Verbindungen, die das AusmaE der enzymati- 
schen Aktivitat von CAPN11 gegenuber der enzymatischen 
Aktivitat von CAPN11 in Abwesenheit der Verbindung andern. 

Die durch das vorstehend erwahnte Verfahren identif izierten hem- 
30 menden Verbindungen eignen sich zur Behandlung von Erkr ankungen , 
die mit einer unphysiologisch erhohten CAPNll-Aktivitat einherge- 
hen oder damit verkniipft sind, wie Unf ruchtbarkeit bei Mannern. 

Die Dosierung und das Behandlungs schema dieser Inhibitoren mtissen 
35 durch Routineverf ahren bestimmt werden, die von anderen Protease- 
inhibitoren bekannt sind. 
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FIGUREN 



FIG. 1. Gruppierung der vorhergesagten Aminosauresequenz von 
CAPN11 mit anderen menschlichen Calpainen. Die Mehrf ach-Gruppie- 

30 rung der Aminosauresequenzen wurde mittels CLUSTAL W (19) durch- 
gefiihrt. Das mutmaSliche Start-Methionin fur CAPN11 (GGAatgG) 
entspricht der minimalen Konsensussequenz fur die Translations- 
startstelle (RNNatgG, wdbei R ein Purin ist, Lit. 11). Aminos&u- 
ren, die in den anderen Proteinen mit denen von CAPN11 identisch 

35 sind, sind schattiert. Striche bedeuten Lucken, die zur Maximie- 
rung des Alignments eingefugt worden sind. Pfeilspitzen deuten 
auf die drei konservierten Minosauren hin, die Teil des aktiven 
Zentrums der Calpaine sind. Die potentiellen EF-Hand-Calcium-Bin- 
dungsdomanen von CAPN8 sind unterstrichen und nacheinander durch- 

40 nummeriert. Es sind die willkiirlichen Domanen von Calpain angege- 
ben. Die Sequenzen fur CAPN4 und CAPN7, die nur in Ratte bzw. 
Maus identif iziert worden sind, sind nicht gezeigt. Die ver- 
offentlichte CAPN6-Sequenz wurde nicht mit aufgenommen, da sie 
nur eine Teilsequenz ist. Die Alternativnamen und Zugangsnummern 

45 fur die gruppierten Calpaine sind in der Legende von Fig. 2 an- 
gegeben . 
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FIG. 2. Wurzelloser phylogenetischer Stammbaum der Familie der 
gro£en Untereinheit menschlicher Calpaine. Die Analyse wurde mit 
dem PAUP-Programm durchgef iihrt , und der Stammbaum mit CLUSTREE 
vom HUSAR-Server des Deutschen Krebsf orschungszentmms , Heidel- 
5 berg (www.dkfz-heidelberg.de) angeordnet . Die Langen der horizon- 
talen Linien sirid proportional zu den abgeleiteten phylogeneti- 
schen Entfernungen; die vertikalen Linien haben keine Bedeutung. 
Es wurden 1000 Bootstrapping-Wiederholungen durchgef iihrt , und die 
Werte sind an den inneren Knoten gezeigt. Die CAPN7 -Sequenz 

10 stainmt von der Maus, da nur wenig menschliche Nukleotid- und Pro- 
teinsequenz verfiigbar ist. Allerdings existiert das menschliche 
Orthologon (siehe Lit. 8) , so daS die Verwendung der Maussequenz 
fur diesen Vergleich gerechtf ertigt ist. Die partielle menschli- 
che CAPN8-Sequenz ist die vorhergesagte Translation des EST-Klo- 

15 nes AA026030 (Hillier et al . , 1995, The WashU-Merck EST-Projekt, 
unverof f entlichte Ergebnisse) . Eine Aminosaure translation dieses 
Klons zeigt hohe Ahnlichkeit zur Ratten-CAPN8-Sequenz . Mit dieser 
Sequenz wurde kein Bootstrapping durchgef iihrt , da sie viel ktirzer 
als die anderen ist . Somit kann der Bootstrapping-Wert nicht 

20 sinnvoll mit den Werten aus Vergleichen von Vollangen-Sequenzen 
verglichen werden. Es wird die vom Human Gene Nomenclature 
Committee spezif izierte Nomenklatur verwendet . Vorherige Namen 
fur die verschiedenen Calpaine sind: CAPN1 - m-Calpain, CAPN2 - 
m-Calpain, CAPN3 - p94, nCl-1, CAPN8 , nCL-2, CAPN9 , nCL-4 . Die 

25 EMBL-Zugangsnummern fiir die verwendeten Calpain-Sequenzen sind: 
CAPN1 (P17655), CAPN2 (P07384) , CAPN3 (P20807), CAPN5 (Y10656) , 
CAPN6 (Y12582), CAPN7 (AJ012475) und CAPN9 (AF022799). 

Fig. 3. Expression von CAPN11. Eine 32 P-markierte DNA-Sonde mit 
30 einem 800-Basenpaar-Segment der codierenden Sequenz der menschli- 
chen CAPNll-cDNA wurde an einen Master-Blot (A) , einen Nylonf il- 
ter mit Dot-Blots von RNAs von 50 verschiedenen menschlichen Ge- 
weben oder einen Clontech-Mehrgewebe-Northern-Blot (D) hybridi- 
siert. Die Filter wurden hochstringent (6x SSC, 65°C) gewaschen. 
35 Die genaue Stelle der verschiedenen RNAs auf dem Dot-Blot-Filter 
ist schematisch gezeigt (C) . Die RNAs auf dem Northern-Blot sind 
iiber den entsprechenden Spuren angegeben. Dot-Blot- und Northern- 
Blot wurden mit DNA-Sonden fiir menschliches Ubiquitin (B) und 
b-Aktin rehybridisiert , urn die Mengen der auf getragenen 
40 Poly(A+)-RNA zu bestimmen. Fiir den Northern-Blot sind die Stellen 
der GroSenmarker (in Kilobasen) angegeben. Die Expositionszeiten 
waren: A, 72 Std. ; B, 24 Std. ; D, 48 Std. PBL = Periphere Blut- 
Leukocyten. 
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Patentanspruche 

1. Polypeptid mit der Aminosauresequenz SEQ.-ID.-Nr . 2. 

5 

2. Polynukleotidsequenz , die ein Polypeptid nach Anspruch 1 
codiert. 

3. Polynukleotidsequenz mit der Sequenz SEQ.-ID.-Nr. 1. 

10 

4. Verwendung eines Polypeptides nach Anspruch 1 zur Identif i- 
zierung von Substanzen, die die enzymatische Aktivitat dieses 
Polypeptides hemmen konnen. 

15 5. Verfahren zur Identif izierung von Verbindungen, die die enzy- 
matische Aktivitat eines Polypeptides nach Anspruch 1 hemmen, 
umf assend: 

(a) das Vergleichen des AusmaSes der enzymatischen Aktivitat 
20 von CAPN11 in Gegenwart der Verbindung mit dem AusmaB der 

enzymatischen Aktivitat von CAPN11 in Abwesenheit der 
Verbindung und 

(b) das Auswahlen von Verbindungen, die das Ausmafi der enzy- 
25 matischen Aktivitat von CAPN11 gegenuber der enzymati- 
schen Aktivitat von CAPN11 in Abwesenheit der Verbindung 
andern . 

6. Verwendung von Verbindungen, die durch das Verfahren nach 
30 Anspruch 5 identif iziert worden sind, zur Behandlung von 

Fruchtbarkeitsstorungen bei Mannern. 
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SEQUENZ PROTOKOLL 

<110> BASF Aktiengesellschaf t 
<120> Hoden-spezif isches Calpain 
<120> Testis specific calpain 
<130> OZ0050/ 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patentln Ver. 2.0 

<210> 1 

<211> 2338 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> 5'UTR 
<222> (1) - - (103) 

<220> 
<221> CDS 

<222> (104) . . (2212) 
<22 0> 

<221> 3'UTR 

<222> (2213) . - (2338) 

<400> 1 

ctccccaggg ccgagtcttc cggagtcagc agagagcctg gatggatcac aggaggataa 60 

gcctcggggc tcatgtgcgg agcccacttt tactgatacg gga atg gtg get cac 115 

Met Val Ala His 
1 

ata aac aac age egg etc aag gee aag ggc gtg ggc cag cac gac aac 163 
lie Asn Asn Ser Arg Leu Lys Ala Lys Gly Val Gly Gin His Asp Asn 
5 10 15 20 

gec cag aac ttt ggt aac cag age ttt gag gag ctg cga gca gee tgt 211 
Ala Gin Asn Phe Gly Asn Gin Ser Phe Glu ; Glu Leu Arg Ala Ala Cys 
25 30 35 

eta aga aag ggg gag etc ttc gag gac ccc tta ttc cct get gaa ccc 259 
Leu Arg Lys Gly Glu Leu Phe Glu Asp Pro Leu Phe Pro Ala Glu Pro 
40 45 50 

age tea ctg ggc ttc aag gac ctg ggc ccc aac tec aaa aat gtg cag 3 07 
Ser Ser Leu Gly Phe Lys Asp Leu Gly Pro Asn Ser Lys Asn Val Gin 
55 60 65 

aac ate tec tgg cag egg ccc aag gat ate ata aac aac cct eta ttc 355 
Asn lie Ser Trp Gin Arg Pro Lys Asp lie lie Asn Asn Pro" Leu Phe 
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70 75 80 

ate atg gat ggg att tct cca aca gac ate tgc cag ggg ate etc ggg 403 
lie Met Asp Gly lie Ser Pro Thr Asp lie Cys Gin Gly lie Leu Gly 
85 90 95 100 

gac tgc tgg ctg ctg get gee ate ggc tec ctt ace acc tgc ccc aaa 451 
Asp Cys Trp Leu Leu Ala Ala lie Gly Ser Leu Thr Thr Cys Pro Lys 
105 110 115 

ctg eta tac cgc gtg gtg ccc aga gga cag age ttc aag aaa aac tat 499 
Leu Leu Tyr Arg Val Val Pro Arg Gly Gin Ser Phe Lys Lys Asn Tyr 
120 125 130 

get ggc ate ttc cat ttt cag att tgg cag ttt gga cag tgg gtg aac 547 
Ala Gly lie Phe His Phe Gin lie Trp Gin Phe Gly Gin Trp Val Asn 
135 140 145 

gtg gtg gta gat gac egg ctg ccc aca aag aat gac aag ctg gtg ttt 59 5 
Val Val Val Asp Asp Arg Leu Pro Thr Lys Asn Asp Lys Leu Val Phe 
150 155 160 

gtg cac tea acc gaa cgc agt gag ttc tgg agt gec ctg ctg gag aag 643 
Val His Ser Thr Glu Arg Ser Glu Phe Trp Ser Ala Leu Leu Glu Lys 
165 170 175 180 

gcg tat gee aag ctg agt ggg tec tat gaa gca ttg tea ggg ggc agt 691 
Ala Tyr Ala Lys Leu Ser Gly Ser Tyr Glu Ala Leu Ser Gly Gly Ser 
185 190 195 

acc atg gag ggc ctt gag gac ttc aca gga ggc gtg gee cag age ttc 739 
Thr Met Glu Gly Leu Glu Asp Phe Thr Gly Gly Val Ala Gin Ser Phe 
200 205 210 

caa etc cag agg ccc cct cag aac ctg etc agg etc ctt agg aag gec 787 
Gin Leu Gin Arg Pro Pro Gin Asn Leu Leu Arg Leu Leu Arg Lys Ala 
215 220 225 

gtg gag cga tec tec etc atg ggt tgc tec att gaa gtc acc agt gat 835 
Val Glu Arg Ser Ser Leu Met Gly Cys Ser lie Glu Val Thr Ser Asp 
230 235 240 

agt gaa ctg gaa tec atg act gac aag atg ctg gtg aga ggg cac get 883 
Ser Glu Leu Glu Ser Met Thr Asp Lys Met Leu Val Arg Gly His Ala 
245 250 255 260 

tac tct gtg act^ggc ctt cag gat gtc cac tac aga ggc aaa atg gaa 931 
Tyr Ser Val Thr ~Gl*y Leu Gin Asp Val His 4 Tyr Arg Gly Lys Met Glu 
265 270 275 

aca ctg att egg gtc egg aat ccc tgg ggc egg att gag tgg aat gga 9 79 
Thr Leu lie Arg Val Arg Asn Pro Trp Gly Arg lie Glu Trp Asn Gly 
280 285 290 

get tgg agt gac agt gee agg gag tgg gaa gag gtg gee tea gac ate 1027 
Ala Trp Ser Asp Ser Ala Arg Glu Trp Glu Glu Val Ala Ser Asp lie 
295 300 305 



cag atg cag ctg ctg cac aag acg gag gac ggg gag ttc tgg atg tec 
Gin Met Gin Leu Leu His Lys Thr Glu Asp Gly Glu Phe Trp Met Ser 
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310 315 320 

tac caa gat ttc ctg aac aac ttc acg etc ctg gag ate tgc aac etc 1123 
Tyr Gin Asp Phe Leu Asn Asn Phe Thr Leu Leu Glu lie Cys Asn Leu 
325 330 335 340 

acg cct gat aca etc tct ggg gac tac aag age tac tgg cac ace acc 1171 
Thr Pro Asp Thr Leu Ser Gly Asp Tyr Lys Ser Tyr Trp His Thr Thr 
345 350 355 

ttc tac gag ggc age tgg cgc aga ggc age tec gca ggg ggc tgc agg 1219 
Phe Tyr Glu Gly Ser Trp Arg Arg Gly Ser Ser Ala Gly Gly Cys Arg 
360 365 . 370 

aac cac cct ggc acg ttc tgg acc aac ccc cag ttt aag ate tct ctt 1267 
Asn His Pro Gly Thr Phe Trp Thr Asn Pro Gin Phe Lys lie Ser Leu 
375 ^ 380 385 

cct gag ggg gat gac cca gag gat gac gca gag ggc aat gtt gtg gtc 1315 
Pro Glu Gly Asp Asp Pro Glu Asp Asp Ala Glu Gly Asn Val Val Val 
390 395 400 

tgc acc tgc ctg gtg gee eta atg cag aag aac tgg egg cat gca egg 13 63 
Cys Thr Cys Leu Val Ala Leu Met Gin Lys Asn Trp Arg His Ala Arg 
405 410 415 420 

cag cag gga gee cag ctg cag acc att ggc ttt gtc etc tac gcg gtc 1411 
Gin Gin Gly Ala Gin Leu Gin Thr lie Gly Phe Val Leu Tyr Ala Val 
425 430 435 

cca aaa gag ttt cag aac att cag gat gtc cac ttg aag aag gaa ttc 1459 
Pro Lys Glu Phe Gin Asn lie Gin Asp Val His Leu Lys Lys Glu Phe 
440 445 450 

ttc acg aag tat cag gac cac ggc ttc tea gag ate ttc acc aac tea 1507 
Phe Thr Lys Tyr Gin Asp His Gly Phe Ser Glu lie Phe Thr Asn Ser 
455 460 465 

egg gag gtg age age caa etc egg ctg cct ccg ggg gaa tat ate att 1555 
Arg Glu Val Ser Ser Gin Leu Arg Leu Pro Pro Gly Glu Tyr lie lie 
470 475 480 

att ccc tec acc ttt gag cca cac aga gat get gac ttc ctg ctt egg 1603 
lie Pro Ser Thr Phe Glu Pro His Arg Asp Ala Asp Phe Leu Leu Arg 
485 490 495 500 

gtc ttc acc gag 'dak "cac age gag tea tgg . #aa ttg gat gaa gtc aac 1651 
Val Phe Thr Glu Lys His Ser Glu' Ser Trp J Glu Leu Asp Glu Val Asn 
505 510 515 

tat get gag caa etc caa gag gaa aag gtc tct gag gat gac atg gac 1699 
Tyr Ala Glu Gin Leu Gin Glu Glu Lys Val Ser Glu Asp Asp Met Asp 
520 525 530 

cag gac ttc eta cat ttg ttt aag ata gtg gca gga gag ggc aag gag 1747 
Gin Asp Phe Leu His Leu Phe Lys lie Val Ala Gly Glu Gly Lys Glu 
535 540 545 



ata ggg gtg tat gag etc cag agg ctg etc aac agg atg gee ate aaa 
lie Gly Val Tyr Glu Leu Gin Arg Leu Leu Asn Arg Met Ala lie Lys 
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550 555 560 

ttc aaa age ttc aag acc aag ggc ttt ggc ctg gat get tgc cgc tgc 1843 
Phe Lys Ser Phe Lys Thr Lys Gly Phe Gly Leu Asp Ala Cys Arg Cys 
565 ^ 570 575 580 

atg ate aac etc atg gat aaa gat ggc tct ggc aag ctg ggg ctt eta 1891 
Met lie Asn Leu Met Asp Lys Asp Gly Ser Gly Lys Leu Gly Leu Leu 
585 590 595 

gag ttc aag ate ctg tgg aaa aaa etc aag aaa tgg atg gac ate ttc 1939 
Glu Phe Lys lie Leu Trp Lys Lys Leu Lys Lys Trp Met Asp lie Phe 
600 605 610 

aga gag tgt gac cag gac cat tea ggc acc ttg aac tec tat gag atg 1987 
Arg Glu Cys Asp Gin Asp His Ser Gly Thr Leu Asn Ser Tyr Glu Met 
615 620 625 

cgc ctg gtt att gag aaa gca ggc ate aag ctg aac aac aag gta atg 2035 
Arg Leu Val lie Glu Lys Ala Gly lie Lys Leu Asn Asn Lys Val Met 
630 635 640 

cag gtc ctg gtg gec agg tat gca gat gat gac ctg ate ata gac ttt 2083 
Gin Val Leu Val Ala Arg Tyr Ala Asp Asp Asp Leu lie lie Asp Phe 
645 650 655 660 

gac age ttc ate age tgt ttc ctg agg eta aag acc atg ttc aca ttc 2131 
Asp Ser Phe lie Ser Cys Phe Leu Arg Leu Lys Thr Met Phe Thr Phe 
665 670 675 

ttt eta acc atg gac ccc aag aat act ggc cat att tgc ttg age ctg 2179 
Phe Leu Thr Met Asp Pro Lys Asn Thr Gly His lie Cys Leu Ser Leu 
680 685 690 

gaa cag tgg ctg cag atg acc atg tgg gga tag aggcgctgta ggagcctggt 2232 
Glu Gin Trp Leu Gin Met Thr Met Trp Gly 
695 700 

catctctacc agcagcagca geagegaggt tctagcccag gagggtgggg tgcttcttgt 2292 

agccctcagc tctccagtct ctgctgatga aatgggatcc aggtgg 233 8 



<210> 2 
<211> 702 

<212> PRT tr t'*lt , : / 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

Met Val Ala His lie Asn Asn Ser 
1 5 

Gin His Asp Asn Ala Gin Asn Phe 
20 

Arg Ala Ala Cys Leu Arg Lys Gly 

35 40 



Arg Leu Lys Ala Lys Gly Val Gly 

10 15 

Gly Asn Gin Ser Phe Glu Glu Leu 

25 30 

Glu Leu Phe Glu Asp Pro Leu Phe 

45 



Pro Ala Glu Pro Ser Ser Leu Gly Phe Lys Asp Leu Gly Pro Asn Ser 
50 55 60 
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Lys Asn Val Gin Asn lie Ser Trp Gin Arg Pro Lys Asp lie He Asn 
65 70 75 80 

Asn Pro Leu Phe He Met Asp Gly He Ser Pro Thr Asp He Cys Gin 

85 90 95 

Gly He Leu Gly Asp Cys Trp Leu Leu Ala Ala He Gly Ser Leu Thr 
100 105 110 

Thr Cys Pro Lys Leu Leu Tyr Arg Val Val Pro Arg Gly Gin Ser Phe 
115 120 125 

Lys Lys Asn Tyr Ala Gly He Phe His Phe Gin He Trp Gin Phe Gly 
130 135 140 

Gin Trp Val Asn Val Val Val Asp Asp Arg Leu Pro Thr Lys Asn Asp 
145 ' 150 155 160 

Lys Leu Val Phe Val His Ser Thr Glu Arg Ser Glu Phe Trp Ser Ala 
165 170 175 

Leu Leu Glu Lys Ala Tyr Ala Lys Leu Ser Gly Ser Tyr Glu Ala Leu 
180 185 190 

Ser Gly Gly Ser Thr Met Glu Gly Leu Glu Asp Phe Thr Gly Gly Val 
195 200 205 

Ala Gin Ser Phe Gin Leu Gin Arg Pro Pro Gin Asn Leu Leu Arg Leu 
210 215 220 

Leu Arg Lys Ala Val Glu Arg Ser Ser Leu Met Gly Cys Ser He Glu 
225 " 230 235 240 

Val Thr Ser Asp Ser Glu Leu Glu Ser Met Thr Asp Lys Met Leu Val 
245 250 255 

Arg Gly His Ala Tyr Ser Val Thr Gly Leu Gin Asp Val His Tyr Arg 
260 265 270 

Gly Lys Met Glu Thr Leu He Arg Val Arg Asn Pro Trp Gly Arg He 
275 280 285 

Glu Trp Asn Gly Ala Trp Ser Asp Ser Ala Arg Glu Trp Glu Glu Val 

290 — 295 ' '■<;] 300 

Ala Ser Asp He Gin Met Gin Leu Leu His Lys Thr Glu Asp Gly Glu 
305 310 315 320 

Phe Trp Met Ser Tyr Gin Asp Phe Leu Asn Asn Phe Thr Leu Leu Glu 
325 330 335 

He Cys Asn Leu Thr Pro Asp Thr Leu Ser Gly Asp Tyr Lys Ser Tyr 
340 345 350 

Trp His Thr Thr Phe Tyr Glu Gly Ser Trp Arg Arg Gly Ser Ser Ala 
355 360 365 

Gly Gly Cys Arg Asn His Pro Gly Thr Phe Trp Thr Asn Pro Gin Phe 
370 ~ 375 380 
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Lys lie Ser Leu Pro Glu Gly Asp Asp Pro Glu Asp Asp Ala Glu Gly 
385 390 395 400 

Asn Val Val Val Cys Thr Cys Leu Val Ala Leu Met Gin Lys Asn Trp 
405 410 415 

Arg His Ala Arg Gin Gin Gly Ala Gin Leu Gin Thr lie Gly Phe Val 
420 425 430 

Leu Tyr Ala Val Pro Lys Glu Phe Gin Asn lie Gin Asp Val His Leu 
435 440 445 

Lys Lys Glu Phe Phe Thr Lys Tyr Gin Asp His Gly Phe Ser Glu He 
450 455 460 

Phe Thr Asn Ser Arg Glu Val Ser Ser Gin Leu Arg Leu Pro Pro Gly 
465 470 475 480 

Glu Tyr He He He Pro Ser Thr Phe Glu Pro His Arg Asp Ala Asp 
485 490 495 

Phe Leu Leu Arg Val Phe Thr Glu Lys His Ser Glu Ser Trp Glu Leu 
500 505 510 

Asp Glu Val Asn Tyr Ala Glu Gin Leu Gin Glu Glu Lys Val Ser Glu 
515 520 525 

Asp Asp Met Asp Gin Asp Phe Leu His Leu Phe Lys He Val Ala Gly 
530 535 540 

Glu Gly Lys Glu He Gly Val Tyr Glu Leu Gin Arg Leu Leu Asn Arg 
545 ~ 550 555 560 

Met Ala He Lys Phe Lys Ser Phe Lys Thr Lys Gly Phe Gly Leu Asp 
565 570 575 

Ala Cys Arg Cys Met He Asn Leu Met Asp Lys Asp Gly Ser Gly Lys 
580 585 590 

Leu Gly Leu Leu Glu Phe Lys He Leu Trp Lys Lys Leu Lys Lys Trp 
595 600 605 

Met Asp He Phe Arg Glu Cys Asp Gin Asp His Ser Gly Thr Leu Asn 
610 615. ' 620. 

Ser Tyr Glu Met Arg Leu Val He Glu Lys Ala Gly He Lys Leu Asn 
625 630 635 640 

Asn Lys Val Met Gin Val Leu Val Ala Arg Tyr Ala Asp Asp Asp Leu 
645 650 655 

He He Asp Phe Asp Ser Phe He Ser Cys Phe Leu Arg Leu Lys Thr 
660 665 670 

Met Phe Thr Phe Phe Leu Thr Met Asp Pro Lys Asn Thr Gly His He 
675 680 685 

Cys Leu Ser Leu Glu Gin Trp Leu Gin Met Thr Met Trp Gly 
690 695 700 
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(57) Abstract: The invention relates to a novel mammalian calpain CAPN1 1, to the synthesis and to the use thereof. 



(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein neues Saugetier-Calpain CAPN1 1, seine Synthase sowic seine Verwendung. 
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